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摘 要:在大肠杆菌中表达的一段戊型肝炎病毒( HEV)结构蛋白 NE2, 纯化后以弗氏佐剂, 按
0d, 10d, 30d 的方案 10LgP针的剂量免疫 3 只恒河猴,在第 2周抗体阳转, 第6 周时1 只滴度达1
B100 000, 另 2只滴度 1B20 000,此时以 106 PCR 滴度的HEV 病毒粪悬液攻击。对照组 3 只均
出现血清转氨酶( ALT )升高, 抗体阳转,粪便持续排毒 1 月以上;疫苗组无一发病, 未检出非疫
苗来源的抗体,其中 1 只始终未检出粪便排毒, 另 2 只仅出现短暂排毒。以一份 NE2 免疫后
猴血清(滴度 1B20 000)与 103 PCR滴度的病毒混匀后感染 2 只恒河猴, 结果对照组 2 只均持
续排毒 3 周以上, 抗体阳转, 1 只 ALT 明显升高; 而抗体中和组 2 只猴始终未检出粪便排毒,
抗NE2 抗体缓慢下降, ALT 正常。这些结果表明 NE2 具有良好的免疫原性和免疫保护性, 有
可能成为有效的戊肝疫苗。
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戊型肝炎病毒( HEV)含 3个开放读码框架(ORF) ,其中 ORF2编码 660个氨基酸的多















1. 1  实验动物
实验所用 10只恒河猴捕自中国南部地区, 1~ 2岁, 实验前进行常规医学观察,并持
续2周检测血清转氨酶( ALT)水平,免疫前检测抗 HEV抗体, 均为抗 HEV抗体阴性的健
康猴,实验期间分笼喂养。
112  HEV重组疫苗
HEV重组疫苗NE2为大肠杆菌表达的非融合蛋白,包含 HEV ORF2的 aa394~ aa604
的片段,主要以包涵体形式表达。包涵体经 4molPL 尿素洗涤后取上清透析复性, 再经分
子筛HPLC纯化,纯度大于 95%。
113  免疫方案
上臂三角肌肌肉注射,每次疫苗接种量为 10LgP015mL,按 0d, 10d, 30d方案接种 3针。
第1次接种采用弗氏完全佐剂, 其余采用弗氏不完全佐剂。3只恒河猴为疫苗组(编号为





) , 以生理盐水制成 20%悬液(含 011%氨苄青霉素) ,与 1B8生理盐水稀释的HEV 阳性
胆汁等体积混合后, 1mLP只静脉注射恒河猴。攻击时间为初免后第 6周。
115  免疫血清中和保护实验
取1只NE2免疫后 35周的猴血清1mL(抗 NE2抗体滴度为 1B20 000) ,混匀后与等体
积HEV阳性粪便悬液上清混匀(最终病毒PCR滴度为10
3
) , 37 e 吸附 2h, 4 e 过夜; 1mLP只
分别静脉注射恒河猴(编号为 Km13和 Km14) ,对照组为阴性猴血清与病毒悬液的混合液
静脉注射(编号为Km5和Km6)。
116  标本采集
免疫前采集静脉血,免疫开始每周采血 1次,攻毒后每周采血 2次, 肝素抗凝,同时
检测血浆ALT 水平,余贮存于- 20 e 备检;从攻毒后第 1天开始每天采集粪便, 3周后每 3
天收集 1次, 至对照组粪便排毒阴转连续 3次, 粪便采集后贮存于- 70 e , 2 周内以 RT-
PCR检测HEV病毒。
117  血浆抗-HEV检测
采用三种方法。一是 Genelabs公司生产的抗-HEV IgG抗体 ELISA 试剂盒,一是北京
万泰生物药业有限公司的生产的抗-HEV IgG抗体ELISA试剂盒(采用加拿大 YES公司抗
原) , 另一为本室自制的抗-HEV IgG抗体ELISA试剂盒。前两个试剂盒的操作严格按产品
说明进行, 本室自制试剂盒过程如下:HPLC纯化的NE2抗原, 溶解于 0105molPL 碳酸包被
缓冲液( pH915)中, 浓度为 013LgPmL, 100LLP孔包被 96孔聚乙烯微量滴定板, 37 e 吸附 2h,
4 e 过夜; PBST 洗液( pH714)洗涤 1遍, 200LLP孔封闭液(含 2%明胶、012%酪蛋白和 2%蔗
糖的 PBS) 37 e 封闭 2h, 甩尽、拍干后真空封闭, 4 e 保存备用。检测时, 于每孔中加入
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100LL 样品稀释液( 20mmolPL pH712 PBS, 1%酪蛋白) ,然后加入 10LL 待检血清,轻拍混匀
后于 37 e 温育 30 min;然后用 PBST 洗涤 5次,拍干后每孔加入 100Ll稀释好的抗人 IgG-
HRP(北京万泰生物药业公司提供) ,轻拍混匀后 37 e 温育30 min;洗涤 5次,扣干,加入显
色剂(TMB底物, 北京万泰生物药业有限公司提供) , 37 e 温育10 min后,加终止液 50LL( 2
molPL H2SO4 )终止,于酶标仪(TECAN公司)上读取 OD 450P620nm的读值。
118  病毒核酸检测
以反转录 PCR( RT-PCR)方法检测粪便中的 HEV RNA。粪便标本以 0101 molPL PBS
( pH714)制成 10%悬液, 4 e 15 000rPmin离心 15min, 取上清 250LL用 TRIZOL 试剂( GIBCO
公司)按操作说明提取 RNA;提取的 RNA以配好的反转录体系溶成 20LL,进行反转录,反
转录引物A3( 5c-ggctcaccggagtgtttcttc-3c)。取 2LL 反转录产物进行第一 PCR扩增,反应体积
20LL, 引物为 A5( 5c-ctttgatgacaccgtcttctcg-3c)和A3,反应条件为: 94 e 预变性 5min; 94 e 40s,
68 e 40s 35个循环; 72 e 延伸5min;取 1LL第一轮 PCR产物, 在20LL 反应体积中进行第二
轮PCR, 引物为 B5( 5c-gccgcagcaaaggcatccatg-3c) 和 B3 ( 5c-gtgtttcttccaaaaccctcgc-3c) , 条件为
94 e 预变性 5min; 94 e 40s, 56 e 40s, 72 e 80s 35个循环; 72 e 延伸 5min。





AMV反转录酶、Taq DNA聚合酶、dNTP 为 Promega 公司产品; RNA 酶抑制剂( RNasin)
为华美公司产品;各种常规化学试剂为国产分析纯; PCR仪为德国 Biometra T3型; 弗氏完
全佐剂和不完全佐剂为厦门大学抗癌中心提供。
图 1  NE2 免疫猴后各周的抗 NE2-IgG抗体 OD 值
Fig. 1  The OD value of ant-i NE2-IgG
of monkey serial sera after immunizat ion
R : Yaccinated; w : Yirus challenge; 1P10 000: Sera
ant ibodies were detected after 1B10 000 dilution.
  ) s) ) No 1; ) t) ) No 2; ) v) No 3; ) @) No 6; *) ) ) No 7;
  ) p) ) No 8; #) @) # No 6( 1P10 000) ;
  # )* ) # No7( 1P10 000) ; # ) p) # No8( 1P10 000) .
2  结  果
211  NE2疫苗的免疫原性
NE2疫苗免疫恒河猴后, 以 NE2-ELISA
检测抗体, 第 2 周即有 2 只阳转, 另 1 只
(No7)在第 3周阳转, 随后抗体持续上升(图
1) , 至第 6 周时, No6 的抗体滴度已达 1B
100 000, No7、No8的抗体滴度达 1B20 000, 而
3只对照猴抗体始终为阴性。
212  NE2免疫对恒河猴的保护性
在NE2免疫后第 6周, 以 10
6
PCR 滴度
的HEV病毒静脉感染实验猴, 从图 2 可见,
对照组 2只猴( No1、No2)在感染后第 4周开
始 ALT 明显升高, 第 5 周达高峰 (均超过
400U) ,在第 6周时出现第二个峰, 后迅速下
降,至第 7周时已恢复正常; 另 1只对照猴
(No3)在感染后 1周时 ALT 达 55U, 随后缓慢
下降,并稍有波动;疫苗组 3只猴子则始终未
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见ALT 升高,说明 NE2免疫可以较好地保护恒河猴不发病。对照组 3只猴在第 3周均出
现抗NE2抗体阳转,比 Genelabs试剂和万泰试剂阳转时间提前 4~ 7 d;疫苗组无一只出现
Genelabs试剂和万泰试剂阳转。对照组 3只猴均在攻毒后第 4 d的粪便中即可检出病毒
RNA,并持续阳性至第 5周( No3)、第 6周(No1)和第 8周( No2) , 持续排毒 1月以上;疫苗
组1只猴始终未检出粪便排毒( No6) , 另 2只在感染后 1周至 3周间出现短暂排毒( No7,
持续 10 d; No8, 持续 6 d)。将血清 1B10 000稀释后检测, 可见免疫组3只猴在病毒攻击时
仍处于抗体上升阶段,在攻击后 3 d出现抗-NE2抗体的加速升高, 但 7 d即开始缓慢下降
(图 1,虚线) ,可能反映了病毒攻击导致的短暂回忆反应。
图 2  病毒攻击实验猴后的血清 ALT、抗体及粪便排毒动态
Fig. 2 Dynamics of sera ALT, antibodies and stool virus excret ion after virus challenging
Left : Control group; Right: Vaccine group; X- axis: Weeks after virus challenging; left Y- axis: OD values of antibody
ELISA detect ion; Right Y- axis: Sera ALT unit; Genelabs: Ant-i HEV detected by Genelabs ant-i HEV ELISA kit; YES: Ant-i
HEV detected by ant-i HEV ELISA kit coated with antigen from YES Inc. ; NE2: Ant-i HEV detected by ant-i HEV ELISA kit
coated with NE2 as antigen;ALT: Sera ALT unit; Stool sampling t ime: time of stool sampled for detect ing virus by RT-PCR; Virus
positive sample: Stool sample positive for virus RT-PCR.
) r ) Genelabs; ) t ) YES; ) w) ) NE2; ) p) ) ALT; t Stool sampl ing time; Virus positive sample.
213  免疫血清的中和保护实验
取1只NE2免疫后35周的猴血清(滴度1B20 000) ,与 103PCR滴度的HEV病毒混匀,
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感染 2只恒河猴, 从图 3可见, 对照组 Km5在第 6 天粪便中出现排毒, 持续排毒至第 41
天; Km6在第 8天开始排毒,第 29天排毒阴转; 而抗NE2血清中和组粪便中始终未检测到
戊肝病毒。对照 2只猴均在第 4周出现抗-NE2阳转, 血清中和组被动输入的抗体缓慢下
降,直至第 6 周 OD 值仍较高; 1只对照猴( Km5)在感染后第 5 周出现短暂 ALT 升高(达
200U) ,同时也出现 Genelabs抗体阳转, 而其余 3只始终未见 ALT 异常, Genelabs试剂也始
终未测出抗体。
图 3 HEV与血清中和后感染恒河猴的血清 ALT、抗体及粪便排毒动态
Fig. 3  Dynamics of sera ALT, antibodies and stool virus excret ion after challenging by virus neutrolized with sera
Left: Control sera group; Right : Vaccinated sera group; X-axis: Weeks after virus challenging; left Y-axis: OD values
of antibody ELISA detection; Right Y-axis: Sera ALT unit; Genelabs: Ant-i HEV detected by Genelabs ant-i HEV
ELISA kit; NE2: Ant-i HEV detected by ant-i HEV ELISA kit coated w ith NE2 as antigen; ALT: Sera ALT unit ; Stool
sampling time: Time of stool sampled for detect ing virus by RT-PCR; Virus positive sample: Stool sample positive for
virus RT-PCR.









用昆虫杆状病毒表达系统表达HEV ORF2全长基因, 产物中可见 53kD、56kD、63kD和
72kD等多种大小不同的特异蛋白,其中 56kD蛋白( aa112~ aa607)的 ELISA 活性最好,用
之以 0d, 28d方案免疫恒河猴后, 以 300 000MID50的同型病毒或 100 000MID50异型病毒攻
击,结果从 014LgP针组到 50LgP针组(每组 4只)抗体滴度基本相同(攻毒前滴度在 1B1 000





用 014LgP针 53kD蛋白( aa112~ aa578)同样免疫
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恒河猴,获得了同样高滴度的抗体,但用 10 000MID50的同型病毒攻击时,免疫组 3只猴均
有排毒,其中 2只有ALT 升高,基本没有明显的保护性, 但粪便排毒时间和病毒滴度有较
明显下降。
实验所表达出的 NE2蛋白以10LgP针的剂量 0d, 10d和 30d免疫恒河猴, 结果 2只免
疫猴在第 2周时抗体即已阳转, 另1只在 1周后也阳转,在第 6周抗体滴度已达 1B20 000
~ 1B100 000,表现出了良好的免疫原性;此时以 106 RT-PCR滴度的同型病毒攻击,对照组
3只猴呈现典型的急性戊肝表现, 先后出现粪便排毒、抗NE2抗体阳转、Genelabs试剂抗体
阳转、YES试剂抗体阳转和ALT 升高,其中 2只猴 ALT 高峰时超过 400U;而疫苗组 3只猴
无一发病,其中抗体滴度最高的1只(No6)始终未检出排毒, 另 2只排毒时间也较对照明
显减短, 3只免疫猴除抗 NE2抗体一直维持在很高水平外, 始终未出现 Genelabs试剂和











为直接验证 NE2蛋白免疫产生的抗体的病毒中和能力,将 NE2 免疫后 35周的猴血
清(抗体滴度 1B20 000)与 2000个 PCR滴度的病毒粪悬液等体积混合后感染 2只恒河猴,
结果抗体中和组始终未检测到粪便排毒,也未出现 ALT 升高及 Genelabs抗体阳转,NE2抗




诊断试剂是目前国际上最常用的临床诊断试剂, 使用 ORF2 C末端的一段多肽 3-2( aa613




断试剂使用 YES公司提供的HEV抗原(主要为 ORF3片段) ;另外还用NE2蛋白作为抗原
组装间接 ELISA检测 IgG抗体。从对照组猴血清抗体产生情况看, NE2抗体的出现时间
最早(在病毒攻击后 3~ 4周阳转)、滴度最高、持续时间最长, Genelabs试剂抗体检出情况
与YES试剂类似,但 OD 值较高。在5只对照猴中, 有3只的 Genelabs抗体与 ALT 异常较
为相关,即在ALT 升高前后 Genelabs抗体阳转, 滴度迅速上升, 在 ALT 恢复正常、粪便排
毒结束后抗体滴度快速下降直至完全阴转; 但另有 1只对照猴 Genelabs抗体在猴戊肝病
程结束后仍持续存在, 1只对照猴 Genelabs 抗体始终未阳转。这些结果表明 NE2 抗体的
阳转是戊肝感染的更为灵敏的指标,但由于其在感染恢复后仍长时间持续存在,因此是一
个较 Genelabs试剂更好的人群感染率指标。NE2抗体与 Genelabs抗体的这一显著差别原
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因可能在于 NE2模拟了HEV衣壳表面的某些重要的构象性表位(另文发表)。其他研究
人员在利用昆虫杆状病毒表达系统表达的HEV ORF2 a. a. 112~ a. a. 607片段形成类病毒
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The Immuno-protect Study of a Hepatitis E Virus ORF2
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Abstract: A hepat itis E virus ( HEV) ORF2 peptide expressed in an unfused pattern in E . coli ,
NE2, can sel-f assembly into homodimers and oligomers, and the immuno-reactivity of the dimers or
oligomers to HEV infected serum is much stronger than monomer, which suggested that some impor-
tant conformational epitopes be better exposed in dimer or oligomer form. Three Rhesus monkeys
were vaccinated with three doses ( 10LgPdose) purified NE2 in Freud. s adjuvant under a schedule of
0d, 10d, and 30d. Specific ant ibodies can be detected on second week, and on sixth week while
virus challenge were performed with 10
6
PCR titer of virus positive stool suspention, the antibody t-i
ter of one monkey was 1B100 000, the other two were both 1B20 000. Three monkeys in control
group presented typical acute hepat itis E manifestation: increased seral amino transferase ( ALT) ,
ant ibody conversion, and continuous virus excretion in stool. In contrast, the ALT of monkeys in
vaccinated group continued to be normal, stool virus had not been detected in one monkey, and pre-
sented only a short duration in another two. One NE2-vaccinated monkey serum with antibody titer
1: 20 000 was first incubated with HEV ( 10
3
PCR titer) for neutralization, then the mixture were
used to challenge two monkeys, the results showed that two monkeys in control group continued to
excrete virus for more than three weeks, sera ant ibody conversion, and one monkey presented obv-i
ous ALT increase. Both two monkeys challenged with antibody neutralized virus had not detected
virus in stool, the antibodies decreased slowly, andALT cont inued to be normal. These results sug-
gested that the prokaryotic expression recombinant protein NE2 have good immunogenicity and immu-
noprotectivity, and should be a good candidate for an effective hepatitis E vaccine.
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